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Resumen Un mdtodo para inducir un efectp necrotico en una celula especi'fica de un organismo, por ejemplo una planta, donde 
un organismo es transformado con dos genes qqimericos cuyos promotores que actuan conjuntamente como respuesta 
cuando dicho estfmulo es aplicado a dicho organismo, tai como, cdmo aquel constituido por un ataque patogenico, la 
accion necrotica sobre la cdlula espedfica del.organismo de la molecula modificada por el primer gen, no es inhibida 
por la molecula codificada por el segundo gen, mientras en otras cttulas la acci6n necrdtica de la primera molecula 
mencionada es inhibida por la segunda molecula mencionada. Asf por ejemplo, la planta transformada exhibe 
resistencia al ataque de nematodes. 
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El presente invento se refiere a la induccion de 

necrosis especifica de celulas como un modo de, por 

ejemplo, proporcionar mejor resistencia a agentes causantes 
de enfermedades en las plantas. 

Ha sido propuesto en WO 89/10396 para transformar 
plantas nsando una construction que comprende un promotor 
especifico de tejidos, y un gen que codifica RNA o un 
polipeptido el cual, cuando es producido en la celula para 
la cual el promotor es especifico, perturba 
signif icativamente el metabolismo de la celula. En EP 412 
911 se revela un procedimiento en el cual tal perturbacion 
del metabolismo es combatida por la expresion de un segundo 
RNA o polipeptido y segun es revelado en WO 92/21757, una 
tecnologia algo similar rfa sido propuesta con relacion al 
objetivo expresado de hacer que las plantas. sean 
resistentes a los nematodos. EP 537 399 tambien 

proporciona una revelacion de un mecanismo de 
alteracion/inhibicion . 

El presente invento proporciona un metodo, para 
inducir un efecto necrotico en una celula especifica de un 
organismo, con el cual un organismo es transf ormado con dos 
genes quimericos; de uno de dichos genes codificando para 
una primera molecula necrotica para la celula, y el otro 
gene codifica para una segunda molecula, la cual es un 
inhibidor de la accion necrotica de la primera 
molecula; cada uno de tales genes comprende 
uii promotor, los cuales actuan con juntamente, en 



respuesta a la aplicacion de un estimulo especifico a dicho 
organismo, de modo que i) la accion necrotica, sobre la 
celula, de la primera molecula no sea inhibida, y ii) la 
expresion de la primera y segunda moleculas en otras 
celulas (las cuales son requeridas para, una condicion sana 
del organismo, no para sufrir necrosis), es tal que, es 
inhibida la accion necrotica de la primera molecula en 
otras celulas. 



Es una ventaja del presente invento que pueda 
lograrse la necrosis especifica de las celulas sin aportar 
un promoter especifico de celulas. Es decir, la necrosis 
especifica de celulas puede lograrse utilizando dos 
promotores, de los cuales ninguno es capaz de dirigir 
independientemente la expresion especifica de la celula. 
Sin embargo, las caracterls ticas superpuestas de expresion 
de los dos promotores y las respuestas respectivas de los 
mismos a dicho estimulo, son tales que afectan la direccion 
de la expresion de un gen activador y un inhibidor, : de modo 
que, se produce un desequilibrio letal de dichas dos 
moleculas en, y solo en la(s) celula(s) especifica (s) . 

El organismo puede ser una planta. 

Puede ocurrir que hasta que el estimulo sea 
aplicado al organismo, a la celula especifica por 
ejemplo, no existe ninguna expresion de la primera 
molecula en la celula especifica. En tal caso, al 
aplicarse el estimulo, la accion conjunta de los 
promotores asegura que en la celula especifica los niveles 
relatives de la primera y segunda moleculas sean tales 



que el efecto necrotico de la primera mole^l^nS^^ea 




inhibido. Similarmente, puede ocurrir que antes que el 
estimulo sea aplicado, no exista ninguna expresion de la 
primera molecula en las otras celulas. En tal caso, la 
accion conjunta de los dos promotores garantiza que despues de 
la aplicacion del estimulo, los niveles relatives de la primera 
y segunda moleculas en las otras celulas sean tales que el 
efecto necrotico de la primera molecula sea inhibido. 

Si antes de la aplicacion del estimulo existe la expresion 
de la primera molecula en la celula especifica, la accion 
conjunta de los dos promotores garantiza que al ocurrir la 
aplicacion del estimulo, los niveles relativos de la primera y 
segunda moleculas en la celula especifica cambien de modo que 
exista un cambio desde un estado en que la accion necrotica de 
la primera molecula esta inhibida, a un estado en el cual ya no 
esta inhibida. 

Si antes de la aplicacion del estimulo existe la expresion 
de la primera molecula en las otras celulas mencionadas, los 
niveles relativos de la primera y segunda moleculas en las 
otras celulas, tanto antes como despues de la aplicacion del 
estimulo, seran tales que la acci6n necr6tica de la primera 
molecula sobre las otras celulas sea inhibida. 



Segun sera aparente para una persona experta en el arte, 
los cambios en los niveles relativos de la primera y segunda 
moleculas en la celula especifica al ocurrir la aplicacion de 
dicho estimulo, puede ser efectuada por un mayor nivel de 
actividad del promotor del gen quimerico que contiene la 
codificacion del gen para la primera molecula y/o pgr, un. menor. 
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nivel de actividad del promo bor del otro gen quimerico. 
Tambien es posible, por supuesto, que los niveles de la primera 
y segunda moleculas sean ambos aumentados o disminuidos, 
siempre que los cambios relatives en los niveles tengan como 
resultado que la accion necrotica de la primera molecula ya no 
sea inhibida por la segunda molecula en dicha celula 
especifica. 



Los Diagramas A-F de la Figura 1 de los dibujos de este 
texto muestran, a modo de ejemplo, niveles de expresion (eje-y) 
de la primera molecula (con barrotes) y la segunda molecula 
(sin barrotes) . El Diagrama A muestra niveles de expresion en 
una celula que sera tratada (especif ica) , que ha sido 
transformada de acuerdo con este invento, que podrla existir 
antes de la aplicacion del estimulo mencionado. El Diagrama A 
tambien podria representar los niveles relativos en celulas 
distintas a la(s) celula(s) a ser tratada(s), tanto antes como 
despues de la aplicacion del estimulo. Los Diagramas B-F 
representan niveles relativos diferentes de la primera molecula 
y la segunda molecula inhibidora en una celula (s) a ser tratada 
despues de la aplicacion de dicho estimulo. Las flechas 
indican aumentos o disminuciones en el nivel de expresion con 
relacion a los niveles respectivos del Diagrama A. Se observa 
que en cada uno de los Diagramas B-F, la primera molecula ha 
sido expresada en exceso del inhibidor. En esta forma, en cada 
caso la necrosis tiene lugar en la(s) celula (s) a ser 
tratada (s) . 



Al hacer efectivo el presente invento, la primera molecule 
puede ser RNase y la segunda puede ser inhibitor de RH^^T, 



Otros ejemplos de primera y segunda moleculas son: 
endonucleasas de restriccion (enzimas. que dividen el acido 
nucleico) y enzimas respectivas de modif icacion de AON; 
proteasas (enziinas que digieren proteinas) e inhibidores 
respectivos de proteasa ; y RNAs antisentido y con sentido para 
genes reguladores claves o estructurales • 

El estimulo mencionado con respecto al presente invento en 
la forma aplicada a una planta puede estar constituido por un 
ataque patogenico. 

Segun comprender&n aquellos expertos en el arte, el 
presente invento tiene una ampiia aplicaci6n a traves del reino 
vegetal para proteccion contra el ataque de, por ejemplo, 
hbngos, nemStodos, bacterias y virus, y para otros propositos. 

El presente invento puede ser utilizado coino un modo de 
destruir o detener selectivaroente el desarrollo de elementos 
especificos de las plantas, espinas, brotes axilares, 
inf lorescencias o pelos punzantes, por ejemplo. En dichos 
casos tal estimulo serJLa aplicado como resultado del desarrollo 
natural de la planta o por la aplicacion de un estimulo 
artificial tal como un producto quimico aplicado a la planta. 

Debe comprenderse que, en la forma usada aqui, el termino 
•'efecto necrotico" cubre el concepto de menoscabo substancial 
del metabolismo de modo que el objetivo, por ej . proteccion 
contra enf ermedades , sea logrado al emplear el presente 
invento. 



Como tambien realizar^n aquellos expertos en el arte, el 
concepto de este invento puede tener aplicacion en un reino 
distinto al vegetal. 



Un procedimiento preferido para ejecutar el presente 
invento, usando el ejemplo de la infeccion de nematodos de 
nudos en la raiz de las plantas de tabaco, sera\ descrito a 
continuacion . 

Creciniiento e Infec cion de Plantas de Tabaco 

Semillas de tabaco C319 son germinadas con el compuesto 
Fisons Fl bajo las siguientes condiciones. Intensidad de luz 
de 4.500 a 5.000 lux, con perlodos de 16 horas de luz 
alternando con perlodos de 8 horas de oscuridad, y temperaturas 
entre 20°C y 25°C. Despues de a. los retofios de 3 semanas son 
lavados suavemente . en agua del cano para remover la tierra y 
son transferidos a bolsas (2 plantas por bolsa; Northrup-King) 
y se hacen crecer una semana mas en un Conviron a 2 5 °C, con una 
intensidad de 5.500 lux durante perlodos de 16 horas alternando 
con perlodos de oscuridad de 8 horas. Las ralces son 
levantadas desde la parte posterior de la bolsa y sujetas con 
papel de fibra de vidrio Whatan GF/A en sus puntas. Nematodos 
de tres dlas (W . javanica) son entonces entregados en las 
puntas de estas ralces en allcuotas de lO/il (50 nematodos) y un 
segundo papel de GF/A es colocado encima para encapsular 
compietamente la punta de la raiz. Luego de 24 horas despues 
de la infeccion, el papel GF/A es removido para asegurar una 
infecci6n sincr6nica. Una vez que han transcurrido 3 dlas 
despues de la infeccion, los nudos son disecados (dejando atras 
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en raices infectadas 



Para establecer la caiidad de la infeccion, es 
determinado el nOmero de nematodes ( inf ecciosos ) po, punta 
de raiz. Las raices son cosechadas de piantas infectadas 
despues de 3 dias y son sumergidas durante 90 segundos en 
lactofenol que contiene 0,1V, de Cotton Blue a 95°c 
Despues de un enjuague de 5 ..egundos enagua, las raices 
son colocadas en lactofenol a temperatura de la habxtacicn 
(TH, durante 3 - 4 dlas para aclararse . Lqs nematodos 
tenidos luego son visual! zados usando inicroscopla de luz. 

El tejido de la raiz es molido hasta obtener un polvo 
fln ° Un tritu «^or o .nortero enfriado (nitrogeno 

Iiquido,. Alicuotas de airededor de 100 mg son 

transreridas entonces a tubos Eppendorf enfriados de 
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-nutos. se agrega un volu.en equivalent de clorofor.o 

el producto homogenizado es m * 

es microcentrifugad 

durante 15 minutos a 4 "c l, r 
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Despues de esto, la fase acuosn es removida nuevamente y el 
RNA es precipitado con un volumen equivalente de cloruro de 
litio a 4°C de la noche a la manana. El precipitado es 
convertido en pellets 1 por microcentrif ugacion durante 15 
minutos a temperatura ainbiente y lavado en 70% de etanol . 
El pellet es luego liofilizado, resuspendido en agua 
tratada con DEPC y es probado usando un espectrof otometro . 
La calidad de RNA es medida por electrof oresis con gel 
desnaturalizante. (Adaptado de Shirzadegan et al 1991). 

Clonacion substantiva de oADNs especificos de infecci on 

Poll (A) + RNA (mRNA) es aislado de muestras totales 
de RNA de 200n de tejido de raiz C319 sano e infectado, 
usando esferas oligo dT magneticas de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. La sintesis de la primera 
cadena cADN es ejecutada en el lugar en la fraccion 
poll (A) + unida por esferas del tejido sano. Este es el 
Lider ADN. La sintesis de la primera y segunda cadena es 
ejecutada in situ en la fraccion poli (A) + ligada por 
Dynabead del tejido infectado. Esta es la Meta ADN. Todas 
las reacciones cADN son ejecutadas usando el equipo.de 
sintesis de cADN de Pharmacia y de acuerdo con las 
instrucciones. del fabricante. Tres oligonucleotidos, SUB 
21 (5 ' CTCTTGCTTGAATTCGGACTA3 ' ) , SUB25 

(5 ' TAGTCCGAATTCAAGCAAGAGCACA3 ' ) (secuencias de Duguid y 
Dinauer, 1990) y LDT1 5 ( 5 ' GACAGAAGCGGATCCd (T) i5 3 ' ) 
(O'Reilly et al, 1991, son some tides a kinasa con la kinasa 
polinucleotida T4 de acuerdo con Maniatis et al, (1982, 
SUB 21 y SUB25 luego son los templados p ara f 3rmar 
un enlazador que luego es ligado con l a Meta ADN 
con lioasa ADN T4 de acuerdo con King . . & . Blakes^y 



(1986). Despues de esto, las esferas que transportan la 
Meta son lavados extensivamen !;e con TE y la seyunda cadena 
del cADN es lavada a 95°C en ^xSSG. 

El RNA ligado al Impulsor ADN Lider unido a las 
esferas, es removido por calor y la Meta ADN removida es 
hibridizada con el ADN lider a S5°C en 5 x SSC durante 5 
horas. La meta ADN no hibridizante es separada del ADN 
lider ligado a las esferas a la temperature de la 
habitacion siguiendo las instrucciones del fabricante, 
despues de lo cual, la Meta ADN de hibridacion es separada 
similarmente del Impulsor ADN ligado por botones a 95°C. 
La meta ADN removida a TH es entonces agregada nuevamente 
al lider ADN y se repite la hibridacion. Este proceso es 
repetido hasta que la cantidad de la Meta que hibridiza a 
la hebra lider ya no sea superior a la cantidad que no crea 
hibridos. Las concentraciones de ADN son establecidas 
usando Dipstick de ADN de Invitrogen de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. 

Alicuotas de la fraccion final removidos a teinperatura 
ambiente son usadas en amplif icacion por PGR (Eckert et al, 
1990, para generar cADN de doble hebra para su clonacion en 
un vector plasmido. La arnplif ic aci6n de la Meta ADN es 
lograda usando los iniciadores SUB21 y LTD1 5 y un Creador 
Termico de Ciclos Hybaid, de acuerdo con las condiciones 
descritas por Frohman et al, 1988. Los productos PGR son 
entonces ligados en el vector digerido pBluescript Smal de 
acuerdo con King & Blakesley (1986). 



Estudxo de l a biblioteca substractiva por analisis de Reverse 
Northern . 

Los recombinants son identif icados por colonia PCB 
(Gussow & Clackson, 1989). Las inserciones amplif icadas son 
separadas por Southern por blot en triplicado en membranas Pall 
Biodyne, en la forma descrita por el fabricante de membranas. 
Una Hibridacion previa e hibridacion son efectuadas con la 
misma temperatura y amortiguador, los cuales son 42 °C y 5 x 
SSPE,o,05% BLOTTO, 50% f ormamida . Estos son hibridizados 
separadamente para sondas de cADN (ver mas aba jo) de tejidos 
sanos e infectados y a una sonda que comprenda la Meta ADN 
amplif icada de la substraccion final. Clones que muestran una 
senal de hibridacion solo a la sonda cADN infectada o que 
muestran una senal de hibridacion a la sonda substraida pero no 
a las sondas cADN, son seleccionados para un analisis 
adicional . 

Generacion de sonda cADN 



Para lograr sondas de alta actividad especifica para 
estudios diferentes, la sintesis de cADN es efectuada 1 en 
frio T sobre el RNA total y los productos de la sintesis son 
marcadas por oligomarcadores . Muestras de un total de lOjig 
de RNA de tejidos sanos e infectados son tratadas primero 
con 2,5 unidades de DNase 1 a 37°c durante 15 minutos . El 
DNase es luego desnaturalizado a 95°G durante 10 minutos 
antes de ejecutar la sintesis de cADN (protocolo estandar 
de Pharmacia) . Luego el RNA es removido en presencia de 
0,4M de hidroxido de sodio durante 10 minutos a temperatura 
ambiente y el ADN es purificado a traves de una columna que 
se hace girar de Sphacryl 400HR. El ^^^t^^ 
concentraci6n de cADN son determi f&W£2!L&gg$&-» ,ri ' 
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Dipsticks de ADN (Invitrogen) . Los producLos de cADN son 
entonces marcados igual que para el protocolo estandar de 
oligomarcacidn de Pharmacia (c. 35ng/sonda). 

Northern blot 



Para determinar el perfil de expresion de los cADN 
seleccionados de los Northerns reversos en los 

diferentes tejidos de la planta, los clones son usados como 
sondas en el analisis Northern de un total o poll (A) + RNA 
de raices, tallos, hojas y f lores sanas e infectadas. Las 
manchas to tales de RNA comprenden 25ug RNA por carri 1 
mientras que poli (A) + manchas comprehde 0, 5 a lug RNA por 
carri 1. El RNA es sometido a electrof oresis en gel de 
formaldehido y es introducido en forma de manchas en la 
membrana Pall Biodyne B en la forma descrita por Fourney et 
al (1988). Las sondas son marcadas e hibridizadas en 
manchas en la forma descrita mas arriba. 

Southern blot 

Para determinar si- los cADN tienen origen en la 
Planta o nematode, ADN C319 y M.javanica son preparados en 
la forma descrita por Gawel * Jarret (1991). L os manchas 
Southern blot son preparadas y comprenden lOug de EcoRI y 
HindHI de ADN digerido por carri L Las manchas son luego 
hibridizadas en sondas oligoetiquetadas en la forma 
descrita anteriormente . 

Hibridizaciones In Situ 

Para determinar la localidad de expresion de los cADN 
de interes en el lugar de alimentacion, se ejecutan 
hibrid izac i ones m sit u. Tej idos de raices ^fec^das, y .san.es. 



son puestos en cera, cortado? e hibridi zados a las sondas 
en la forma descrita por Jackson (1 991 ) . 



Aislacion de terminales 5* de mRNA 

Los terminales 5' de los RNA de interes son 
determinados antes de la aislacion de sus secuencias 
promotoras. Esto es logrado usando RACE 5' en la forma 
descrita por Frohman et ai (1900). 

Aislacion de regiones de promotores 

Las regiones de promotores de los genes de interes 
estan aislados por un proceso llamado PCR Vector-Ligado . 
Muestras de lOOng de ADN genomico C319 digerido por 
restriccion endonucleica son ligadas durante 4 horas a 
•. temperatura ambiente (King & Blakesley, 1986) con muestras 
de lOOng de pBluescript (digeridas con una enzima, de 
restriccion que produce terminales compatibles) . 
Normaliuente, las enzimas usadas son EcoRI, BamHI, Hindlll, 
BG1II, xhol, Clal, Sail, Kpnl, PstI y Sstl. PCR es luego 
ejecutado en las ligaduras usando un iniciador de vector 
tal. como el iniciador -40 Sequencing y un iniciador 
complementary al terminal 5- del mRNA. Los productos PCR 
son entonces convertidos en clones y colocados 
secuencia. Si es necesario, el proceso es repetido con 
nuevo iniciador complementar io al terminal 5' del fragmento 
promoter P ara garantizar que las secuencias de control de 
los promotores sean aisladas . 



en 
un 



Hi 



Construccion del vector de transformacion de la planta binaria, 
pstarnase 

La region T-ADN del vector de trans foirmacion de la planta 
binaria, pstarnase, es mostrado grSfi camehte en la Figura 

2. Esta region comprende el gen NPTII para permitir la 
seleccion de plantas transgenicas que usan kanamicina, el 
barstar ORF bajo el control del promotor CaMV 35S y el barnaae 
ORF con un sitio de restriccion proximo NotX para la insercion 
del promotor que responde al estimulo.. Este vector f ue 
depositado bajo el Tratado de Budapest en el Reconocimiento 
Internacional del Deposito de Micro-Orgahismos para los Fines 
de Procedimientos de Patentes, en la Coleccion Nacional de 
Bacterias Industriales y Marinas, Aberdeen, GB, el 5 de Mayo de 
1994 bajo el nOmero de acceso NCIMB 40634, 



clave Relativa a la Figura 2 



A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 
I 



Borde Derecho 
NPTII 

Terminal Nos 
Barnase ORF 
Promotor CaMV 3 5S 
Barstar ORF 
Terminal Nos 
Borde Izquierdp 
Ubicacion de Not I 



Produccion de plantas transgenicas 

Las plantas transgenicas, por ejemplo, tabaco, pueden ser 
producidas por el metodo estcindar de disco de hojas con 
intervencion de Agrobacterium descrito por Horsch et al (1985) , 
para proporcionar asi plantas con nudos en las raices 
resistentes a nematodos. Las semillas u otras propagulas de 
plantas, productos del presente invento, pueden almacenarse 
para uso future 
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promotora fue entonces insertada en el sitlo NotI de pStarnase 



produjo la construccion pS21.08. Se observe que las plantas 
transf ormadas con esta construccion eran resistentes a la 
infeccion por el nematode de nudos en la ralz. 

Se observe que el gen KNT1 tiene homologos en especies de 
plantas distintas al tabaco. JEstas incluyen, pero no est£n 
limitadas a, Solanum tuberosum,, Lycopersxcon esculentum y Beta 
vulgaris. Tambien se ha observado que el gen KNT1 ha sido 
inducido por especies de nematodes de nudos y quistes de ralz. 
La construccion, pS21.08, ha sido depositada bajo el Tratado de 
Budapest en el Reconocimiento Internacional del Deposito de 
Micro-Organismos para los Fines de Procedimientos de Patentes, 
en la Coleccion Nacional de Bacterias Industriales y Marinas, 
Aberdeen, GB, el 5 de Mayo de 1994 bajo el numero de acceso 
NCIMB 4 0635. 



de modo que controle la expression del barnase DRF. 



Esto 
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RE IVINDICACIOWES 



1. - Un metodo para producir un efecto necroticoen una 
celula especifica de un organismo distinto del reino animal 
CARACTERI ZADO porque un organismo es transf ormado con dos 
genes quimericos, una secuencia codificadora de uno de 
dichos genes codifica para una primera molecula de celula 
necrotica, y una secuencia codificadora del otro 

gen que codifica para una segunda molecula, la cual es una 
inhibidora de la accion necrotica de la primera molecula; 
cada uno de los dos genes comprenden un promoter; dichos 
promotores actuan conj un tamente en respuesta a la 
aplicacion de un estimulo especifico a dicho organismo, de 
modo que i) la acci6n necrotica, sobre la celula, de la 
primera molecula no sea inhibida, y ii) la expresion de la 
primera y segunda moleculas en otras celulas (las cuales 
son requeridas para una condicion sana del organismo, no 
para sufrir necrosis) es tal que la accion necr6tica de la prime- 
ra molecula sobre las otras celulas es inhibida.' 

2. - Un metodo de acuerdo con la reivindicacion 1, 
CARACTERI ZADO porque dicho organismo es un planta. 

3. - Un metodo de acuerclo con la reivindicacion 16 2, 
CARACTERI ZADO porque la primera molecula es una RNasa y la 
segunda molecula es un inhibidor de RNasa. 

4. - Un metodo de acuerdo con la reivindicacion 3, 
CARACTERI ZADO pqrque la primera molecula es barnasa ^y la 
segunda molecula es bars tar. 

5. - Un metodo de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, 
CARACTERI ZADO porque la primera molecula es un endonucleasa 
de restriccion (enzima que divide el acido nucleico) y la 



segunda molecula es la e.uima correspond! en be- a la 
modif icacion de ADN. 

6.- Un metodo de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, 
CARACTERI ZADO porque la prJ.mera molecula es un proteasa 
(enzima que digiere proteinas) y la segunda molecula es el 
inhibidor correspondiente de dicha enzima. 

1.- Un metodo de acuerdo con la rei vindicacion 1 6 2, 
CARACTERI ZADO porque la segunda molecula es el iuRNA para un 
gen reyulador o estructural y la primera molecula es el RNA 
correspondiente antisentido. 
.8.- Un metodo de acuerdo con la rei vindicacion 2 o 
cualquiera de las rei vindicaciones 3 a 7, e n la forma 
anexadas a la rei vindicacion 2, CARACTERI ZADO porque dicho 
estimulo esta constituido per un ataque patogenico sobre la 
planLa. 

9-" Un metodo de acuerdo con la reivindicacion 8, 
'CARACTERI ZADO porque el agente patogeno es del grupo que 
comprende bongos, nematodos, bacterias y virus. 
10.- Un metodo de acuerdo con l a reivindicacion 2 0 
cualquiera de l as rei vindicaciones 3 a 7 a „exas a la 
reivindicacion 2, CARACTERI ZADO porque dicho estimulo es el 
resultado del desarrollo natural de la planta o es .1 
resultado de un estimulo artificial aplicado a la planta 



